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DNA-Sequenz und rekombinante Herstellung 
von Gruppe-4 Majorailergenen aus Getreiden 

5 

Hintergrund der Erfindung 

Die vorliegende Erfindung betrifft die Bereitstellung von DNA-Sequenzen 

10 

von Gruppe-4 Majorailergenen aus Getreiden {Triticeae). Die Erfindung 
schlieBt auch Fragmente, Neukombinationen von Teilsequenzen und 
Punktmutanten mit hypoallergener Wirkung ein. Die rekombinanten DNA- 
MolekQIe und die abgeleiteten Polypeptide, Fragmente, Neukombinationen 
15 von Teilsequenzen und Varianten konnen zur Therapie von pollenallergi- 
schen Krankheiten genutzt werden. Die rekombinant hergestellten Proteine 
konnen zur In-vitro- und //7-wVo-Diagnostik von Poilenallergien eingesetzt 
werden. 

20 

Allergien vom Typ 1 haben weltweite Bedeutung. Bis zu 20 % der Bevolke- 
rung In industrialisierten Landern leiden unter Beschwerden wie aliergi- 
scher Rliinitis, Konjunktivitis oder Bronohialasthma. Diese Allergien werden 
durch in der Luft befindliche Allergens (Aeroallergene), die von Quellen un- 

25 

terschiedlicher Herkunftwre Pflanzenpollen, Milben, Katzen oder Hunden 
freigesetzt werden. hervorgerufen. Bis zu 40 % dieser Typ 1-Allergiker wie- 
derum zeigen spezifische IgE-Reaktivitat mit Graserpollenallergenen, unter 
anderem Getreidepollenallergenen (Freidhoff et al., 1986, J. Allergy Clin. 
30 Immunol. 78. 1190-2001). Eine besondere Bedeutung unter den Getreide- 
pollenallergenen besitzen die Allergene von Roggen. 

Bei den Typ 1-Allergie auslosenden Substanzen handelt es sich um Protei- 
35 ne, Glykoproteine oder Polypeptide. Diese Allergene reagieren nach Auf- 
nahme uber die Schleimhaute mit den bei sensibilisierten Personen an der 
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Oberflache von Mastzellen gebundenen IgE-MoIekQIen. Werden zwei IgE- 
Molekule durch ein Allergen miteinander vemetzt, fuhrt dies zur Ausschut- 
tung von Mediatoren (z. B. Histamin, Prostaglandine) und Zytokinen durch 
die Effektorzelle und damit zu den entsprechenden kllnischen Symptomen. 



In Abhangigkeit von der relativen Haufigkeit mit der die einzelnen Aller- 
genmolekQIe mit den IgE-Antikorpem von Allergikem reagieren, wird zwi- 
schen Major- und Minorallergenen unterschieden. 



Die Allergene aus den Pollen von verschiedenen Spezies aus der Familie 
er Graser {Poaceae) werden in Grupppen eingeteilt, die untereinander ho- 
molog sind. 

Insbesondere die Moiekule der Majorallergengruppe 4 weisen untereinan- 
der eine hohe immunologische Kreuzreaktivitat sowohl mit monoklonalen 
Mausantikorpern als auch mit humanen IgE-Antikorpem auf (Fahlbusch et 
al., 1993 Clin. Exp. Allergy 23:51-60; Leduc-Brodard et al., 1996, J. Allergy 
Clin. Immunol. 98:1065-1072; Su etal., 1996, J, Allergy Clin. Immunol. 
97:210; Fahlbusch et al., 1998, Clin. Exp. Allergy 28:799-807; Gavrovic- 
Jankulovicet aL, 2000, Invest Allergol. Clin. Immunol. 10 (6):361-367; 
Stumvoll et al. 2002, Biol. Chem. 383:1383-1396; Grote et aL, 2002, Biol. 
Chem. 383:1441-1445; Andersson und Lidholm, 2003, Int. Arch. Allergy 
25 . Immunol. 130:87-107; Mari, 2003, Clin. Exp. Allergy, 33 (1):43-51). 



Von keinem der Gruppe-4-Majorallergene ist bisher eine vollstandige DNA- 
Sequenz bekannt. 



Von dem Gruppe-4 Allergen aus Dactylus glomerata sind bisher lediglich 

Peptide durch enzymatischen Abbau gewonnen und sequenziert worden: 

DIYNYMEPYVSK. 

VDPTDYFGNEQ, 

ARTAWVDSGAQLGELSY 
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und GVLFNIQYVNYWFAP (Leduc-Brodard et al., 1996, J. Allergy Clin. 
Immunol. 98: 1065-1072). 

Auch vom Gmppe-4 Allergen des subtropischen Bermuda-Grases {Cyno- 
don dactylon) sind durch Proteolyse Peptide erhalten und sequenziert wor- 
den: 

KTVKPLYIITP. 

KQVERDFLTSLTKDIPQLYLKS, 

TVKPLYIITPITAAMI. 
10 LRKYGTAADNVIDAKWDAQGRLL, 

KWQTVAPALPDPN M . 

VTWIESVPYIPMGDK. 

GTVRDLLXRTSNIKAFGKY. 
.,5 TSNIKAFGKYKSDYVLEPIPKKS. 

YRDLDLGVNQWG. 

SATPPTHRSGVLFNI. 

und AAAALPTQVTRDIYAFMTPYVSKNPRQAYVNYRDLD (Llaw et al.. 
2001 , Blochem. Biophys. Research Communication 280: 738-743). 

20 

FOr Lolium perenne wurden fur das basische Gruppe-4 Allergen Peptld- 
fragmente mit den folgenden Sequenzen beschrieben: FLEPVLGLIFPAGV 
und GLIEFPAGV (Jaggi et al., 1989, Int. Arch. Allergy Appl. Immunol. 89: 
25 342-348). 

Als erste Sequenz eines Allergens der Gruppe 4 wurde von den Erfindern 
der vorllegenden Patentanmeldung die nocii unveroffentiichte Sequenz des 
3Q Phi p 4 aus Phleum praterise aufgekiart und in der internationalen Anmel- 
dung PCT/EP03/06092 beschrieben. 

Ober die Sequenzen der Gruppe-4-Majorallergene aus Getreiden (Triceae) 
35 jst bisher nichts bekannt. 
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Die der vorliegenden Erfindung zugrunde liegende Aufgabe bestand daher 
in der Bereitstellung von DNA-Sequenzen von Gnjppe-4 Majorallergenen 
aus Getreiden, insbesondere des Allergens Sec c 4 aus Roggen {Secale 
cerate), Hor v 4 aus Gerste {Hordeum vulgare) und Tri a 4 aus Weizen (Tn- 

5 

ticum aesth/um) sowie von entsprechenden rekombinanten DNA- 
Molekulen, auf deren Grundlage die Allergene als Protein exprimiert und 
einer pharmakologisch bedeutsamen Verwertung als solches oder in ver- 
anderter Form zuganglich gemacht werden kann. Die Sequenz des Phi p 4 
1 0 war Ausgangspunkt fur die vorliegende Erfindung. 
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Verzeichnis der Abbildungen 

Den DNA- und Protein-Sequenzen der reifen Allergene in den Abbildungen 
1 bis 6 geht eine Srgnalsequenz voraus, die kurslv und unterstrichen dar- 
gestelit ist. Die jeweiligen Stopcodons In den DNA-Sequenzen sind unter- 
strichen dargestellt. Mit ihnen endet der kodierende Bereich. 

Abbiidung 1 : DNA-Sequenz des Sec c 4. (a) Isoform Sec c 4.01 , (b) Iso- 
form Sec c 4.02. 



25 Abbiidung 2: Von den DNA-Sequenzen gema& Abb. 1 abgeleitete Protein- 
Sequenzen. 



Abbiidung 3: DNA-Sequenz des Hor v 4. 

Abbiidung 4: Von der DNA-Sequenz gem§(i Abb. 3 abgeleitete Protein- 
Sequenz. 

Abbiidung 5: DNA-Sequenz des Tri a 4. (a) Isofonn Tri a 4.01 , (b) Isoform 
Tri a 4.02. 
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Abbildung 6: Von den DNA-Sequenzen gema& Abb. 5 abgeieitete Protein- 
Sequenzen. 



Abbildung 7: DNA-Sequenz des Phi p 4, gema& SEQ ID NO 5 aus der 
PCT/EP03/06092. 



Abbildung 8: Proteinsequenz des Phi p 4, gema& SEQ ID NO 6 aus der 
1 0 PCT/EP03/06092. 



Beschreibung der EiTindung 

Mit der vorliegenden Erfindung werden nun erstmals DNA-Sequenzen der 
GetreidepollenhauptallergeneSec c 4, Hor v 4 und TrI a 4, wie in den 
Abb. 1 , 3 und 5 wiedergegeben. bereit gestellt. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind daher DNA-Molekuie ausge- 
wahit aus den in den Abb. 1, 3 und 5 dargestellten Nukleotidsequenzen. 



Die Erfindung betrifft weiterhin zu den erfindungsgemalien DNA- 
Sequenzen homologe Sequenzen bzw, entsprechende DNA-Molekule von 

2^ Gruppe-4-Allergenen aus anderen Poaceae wie beispielsweise Lolium pe- 
renne, Dactylis glomerata, Poa pratensis, Cynodon dactylon und Holcus 
lanatus, die aufgrund der bestehenden Sequenzliomologie mit den erfin- 
dungsgemaSen DNA-Sequenzen unter stringenten Bedingungen hybridi- 

30 sleren, bzw. bezQglich der erfindungsgemaBen Allergene eine immunologi- 
sche Kreuzraktivitat aulweisen. 



Die Erfindung schlieSt dabei aucii Fragmente, Neukombinationen von Tell- 
sequenzen und Punktmutanten mit hypoallergener Wirkung ein. 
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Gegenstand der Erfindung sind daher weiterhin entsprechende Teilse- 
quenzen, einer Komblnation von Teilsequenzen bzw. Austausch-, Eliminle- 
rungs- oder Addltionsmutanten, welche fQr ein immunmodulatorisches, T- 
Zell-reaktives Fragment eines Gruppe-4-AlIergens der Poaceae kodieren. 

5 

Mit der Kenntnis der DNA-Sequenz der natOrlich vorkommenden Allergene 
ist es nun moglich, diese Allergene als rekombinante Proteine herzustellen, 
die in der Diagnostik und Therapie von allergischen Erkrankungen Ver- 
10 wendung finden kdnnen (Scheiner and Kraft, 1995, Allergy 50: 384-391). 

Ein klassischer Ansatz zur wirksamen therapeutischen Behandlung von Al- 
lergien stellt die Speziflsche Immuntherapie oder Hyposensibilisierung dar 
-J 5 (Fiebig, 1 995, Allergo J. 4 (6): 336-339, Bousquet et al. , 1 998, J. Allergy 
Clin. Innmunol. 102(4): 558-562). Dabei werden dem Patienten naturliche 
Allergeaextrakte in stelgenden Dosen subkutan injiziert. Allerdings besteht 
bel dieser Methode die Gefahr von allergischen Reaktionen oder sogar ei- 
nes anaphylaktischen Schocks. Urn diese Risiken zu minimieren, werden 
innovative Praparate in Form von AHergoiden eingesetzt. Dabei handelt es 
sich um chemisch modifizierte Allergenextrakte, die deutiich reduzierte IgE- 
Reaktivitdt, jedoch identische T-Zell-Reaktivit3t im Vergleich zum nicht be- 
handelten Extrakt aufWeisen (Fiebig, 1995, Allergo J. 4 (7): 377-382). 
25 Eine noch weitergehende Therapieoptimierung ware mit rekombinant her- 
gestellten Allergenen mSgllch. Definierte, ggfs. auf die individuellen Sensi- 
bilisierungsmuster der Patienten abgestimmte Cocktails von hochreinen, 
rekombinant hergestellten Allergenen konnten Extrakte aus natQrIichen Al- 
3Q lergenquellen abl5sen, da diese au&er den verschiedenen Allergenen eine 
groBere Zahl von immunogenen, aber nicht allergenen Begleitproteinen 
enthalten. 

Realistische Perspektiven, die zu einer sicheren Hyposensibilisierung mit 
Expressionsprodukten fuhren konnen, bieten gezielt mutierte rekombinante 
Allergene, bei denen IgE-Epitope spezifisch deletiert werden, ohne die fur 



35 
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die Therapie essentiellen T-Zell Epitope zu beeintr§chtlgen (Schramm et 
al., 1999, J. Immunol. 162: 2406-2414). 

Eine weltere Mogllchkeit zur therapeutischen Beeinflussung des gestQrten 

5 

TH-Zell-Gleichgewichtes bei Allerglkem 1st die immuntherapeutisclie DNA- 
Vakzinierung. Dabei handelt es sich um eine Behandlung mit expressions- 
fahiger DNA, die fUr die relevanten Allergene kodiert. Erste experimentelle 
Belege ftir die ailergenspezifische Beeinflussung der Immunantwort konnte 
10 an Nagern durch Injektion von Allergen-kodierender DNA erbracht werden 
(Hsu et al., 1996, Nature Medicine 2 (5): 540-544). 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher auch ein vor- Oder nach- 
^ g stehend beschriebenes DNA-MolekQI bzw. ein entsprechender rekombi- 
nanter Expressionsvektor als Arzneimittel. 



20 



Die entsprechenden rekombinant hergestellten Proteine konnen zur The- 
rapie sowie zur in vitro- und in v/Vo-Diagnostik von Pollenallergieh einge- 
setzt werden. 

Zur Herstellung des rekombinanten Allergens wird die klonierte Nukleinsau- 
re in einen Expressionsvektor ligiert und dieses Konstrukt in einem geeig- 
neten Wirtsorganismus exprimlert. Nach biocfiemischer Reinigung steht 
25 dieses rekombinante Allergen zur Detektion von IgE-Antikorpern in etablier- 
ten Verfahren zur VerfQgung. 



Gegenstand der vorliegenden Erfindung Ist daher weiterhin ein rekombi- 
2Q nanter Expressionsvektor, enthaltend ein vor- oder nachstehend beschrie- 
benes DNA-MolekQI, funktionell verbunden mit einer Expressionskontroll- 
sequenz und ein Wirtsorganismus, transformiert mit besagtem DNA- 
Molekul Oder besagtem Expressionsvektor. 



35 



Ebenfalls erfindungsgegenstandlich ist die Verwendung mindestens eines 
zuvor besohriebenen DNA-MolekUis oder mindestens eines zuvor be- 
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schriebenen Expressionsvektors zur Herstellung eines Arzneimittels zur 
Immuntherapeutlschen DNA-Vakzinlerung von Patienten mit Allergien, an 
deren Aus!6sung Gruppe-4-Allergene der Poaceae, vorzugsweise Triti- 
ceae. insbesondere Sec c 4, Hor v 4, Tri a 4. beteiligt sind und/oder zur 
Prevention solcher Allergien. 



10 
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Wie bereits ausgefiihrt kann die Erfindung als eine essentielle Komponente 
in einem rekombinanten allergen- oder nukleinsSurehaitigen PrSparat zur 
spezifischen Immuntherapie angewendet werden. Hierbei bieten sich meh- 
rere IVIogliclikeiten. Zum einen kann das in der Primarstmktur unveranderte 
Protein Bestandteil des Praparates sein. Zum anderen kann durch gezielte 
Deletion von IgE-Epitopen des GesamtmolekQIs oder der Herstellung von 
einzelnen Fragmenten, die fur T-Zell Epitope kodleren, erfindungsgemaS 
eine hypoallergene (allergoide) Form zur Therapie verwendet werden, urn 
unerwQnschte Nebenwirkungen zu vermeiden. SchlieSlich wird durch die 
Nukleinsaure an sich, wenn sle mit einem eukaryontischen Expressions- 
vektor ligiert wird, ein Praparat geschaffen, das direWappliziert den allergi- 
schen Immunzustand im therapeutlschen Sinne verandert. 




30 



Deswelteren handelt es sich be! der vorliegenden Erfindung um die von ei- 
nem Oder mehreren der zuvor beschriebenen DNA-Molekule kodierten Po- 
lypeptide, vorzugsweise in ihrer Eigenschaft als Arzneimittel. 
Dabei handelt es sich um Proteine entsprechend einer der in den Abb. 2, 4 
und 6 dargestellten Aminosauresequenzen, Insbesondere handelt es sich 
um die reifen Proteine (ohne Signalsequenzanteil), beginnend bei den in 
den Abb, 2 und 4 dargestellten Aminosauresequenzen mit der Aminosaure 
23 und bei den In der Abb. 6 dargestellten Aminosauresequenzen mit der 
Aminosaure 22. Weiterhin betrifft die Erfindung Proteine, welche diese A- 
minosauresequenzen oder Teile dieser Sequenzen enthalten, 



35 
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Die Erfindung betrifft demgemas auch ein Verfahren zur Herstellung sol- 
cher Polypeptide durcli Kultivieren eines Wirtsorganismus und Gewinnung 
des entsprechenden Polypeptids aus der Kuitur. 

Ebenfalls erfindungsgegenstandlich ist die Verwendung mindestens eines 
zuvor beschriebenen Polypeptides zur Herstellung eines Arzneimittels zur 
Diagnose und/oder Behandlung von Allergien, an deren AuslSsung Grup- 
pe-4-Allergene der Poaceae, vorzugsweise Triticeae, Insbesondere 
Sec c 4, Hor v 4. Tri a 4, beteiligt sind sowie zur PrSvention solcher Aller- 
gien. 



15 



Bei der Ermlttlung der erfindungsgemaBen Protein- und DNA-Sequenzen 
wurde wie folgt vorgegangen: 



20 
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Sec c 4 aus Rooaen 

1 . Ausgehend von der DNA-Sequenz des Phi p 4 (PCT/EP03/06092) wur- 
den spezifische Primer (Tab. 1) generiert, die von der Phi p 4 Sequenz ab- 
geleitet wurden. Durch PGR mit den Primem #87 und #83 konnten fQnf 
Klone aus Roggenpollen DNA gewonnen werden. Das diesen Klonen ent- 
sprechende, amplifizierte Sec c 4-Genfragment-1 kodiert fur ein den Ami- 
nosauren 68-401 des Phi p 4 (Abb. 8) entsprechendes Polypeptid. 

2. Mit der partiellen Sec c 4-Sequenz wurde eine EST-Datenbankrecherche 
durchgefQhii. Es konnten jedoch keine homologen Sequenzen in auf Rog- 
gen spezialisierte EST-Datenbanken gefunden werden. Statt dessen wur- 
den einzelne. homologe, nicht pberlappende EST-Fragmente in auf Gerste 
und Weizen spezialisierten EST-Datenbanken gefunden. Einzelne EST- 
Fragmente reichen in den 5'-UTR, andere in den 3'-UTR Bereich (UTR = 
nicht-translatierter Bereich) der entsprechenden Gene hinein. 
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3. Aus den In den Datenbanken gefundenen EST-Sequenzen lasst sich je- 
doch kein komplettes Gruppe-4-Gen aus Weizen oder Gerste konstruieren, 
da diese Sequenzen nicht uberlappen und kein homologes Gmppe-4-Gen 
bekannt ist. Anhand der Phi p 4-Sequenz (Abb. 7) und des In Schritt 1 er- 
haltenen Sec c 4-Fragmentes konnten dIese EST-Sequenzen jedoch zu- 
geordnet werden und dienten als Vorlage for die Herstellung von PCR- 
Primem. 

4. Mit Hilfe der so hergestellten Primer #195 und #189 konnten drei Klone 
durch PGR erhalten werden. Der Primer #195 wurde aus einer Gerste- 
EST-Sequenz abgeleitet, der Primer #189 ist ein Phi p 4-spezifischer Pri- 
mer und uberlappt das Phi p 4-Stoppcodon sowie die Codons der 10 C- 
terminalen Phi p 4-Amjnosauren. Das so amplifizierte Sec c 4- 
Genfiragment-2 kodiert fQr ein Polypeptid, beginnend innerhalb der Signal- 
sequenz und endend mit der Position, die der Position 490 des Phi p 4 ent- 
spricht. Dieses Polypeptid deckt den N-Termihus von Sec c 4 ab. 

5a. Drel weitere Klone wurderi durch PGR mit den Primern #195 und #202 
erhalten. Belde Primer wurden aus Gerste EST-Sequenzen abgeleitet. Das 
amplifizierte Sec c 4-Gen-3 kodiert fur die korrespondierenden Aminosau- 
ren beginnend innerhalb der SIgnalsequenz und endend am G-Terminus 
von Sec c 4. 

Die komplette Sequenz des reifen Sec c 4 ist somit In der bestimmten Se- 
quenz enthalten. 

Die beideri hSchsten Schritte 5b und 5c dienen der Absicherung des im 
Schritt 5a erhaltenen Ergebnisses: 

5b. Ein vyeiterer Klon wurde durch PGR rnit den Primern #195 und #203 er- 
halten. Primer #195 wurde von einer Gerste EST-Sequenz abgeleitet, Pri- 
mer #203 von einer Weizen EST Sequenz. Das amplifizierte Sec c 4 Gen 
kodiert fur die korrespondierenden Aminosauren beginnend Innerhalb der 
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Signalsequenz und endend am C-Terminus von Sec c 4. Die komplette 
Sequenz des reifen Sec c 4 ist daher in der bestimmten Sequenz enthal- 
ten. 



5c. Ein weiterer Klon wurde durch PGR mit den Primem #195 und #198 er- 
halten. Auch Primer #198 Das amplifizierte Sec c 4 Gen kodlert fOr die l<or- 
respondierenden Aminosauren beginnend innerhaib der Signalsequenz 
und endend am C-Tenninus von Sec c 4. Die komplette Sequenz des rei- 
1 0 fen Sec c 4 ist daher in der bestimmten Sequenz enthalten. 

Es wurden zwei Isoformen Sec c 4.01 und 4.02 aufgefunden. Die reifen Al- 
lergene beginnen an den In den Abb. 1 und 2 gekennzeichneten Stellen. 

15 

Hor V 4 aus Gerste 

Mit Hilfe der wie zuvor beschrieben erhaltenen Sec c 4-Sequenzen konnten 

» 

in EST-Datenbanken von Hordeum vulgare homologe EST-Fragmente ge- 
funden wurde. Diese Fragmente Qberlappen jedoch nicht zu einem kom- 
pletten Gen. Anhand der gefundenen EST-Sequenzen konnten jedoch 
Hor v 4-spezifische Primer generiert werden, die fur eine Amplifikation des 
Hor V 4-Gens aus genomischer DNA verwendet wurden. 

. Insgesamt wurden 15 Kione anaiysiert. 

4 Klone wurden durch PGR mit den Primem #195 und #198 erhalten. 
4 Klone wurden durch PGR mit den Primern #1 95 und #202 erhalten. 
30 3 Klone wurden durch PGR mit den Primern #1 94 und #1 98 erhalten. 
4 Klone wurden durch PGR mit den Primern #194 und #202 erhalten. 
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Die abgeleitete Proteinsequenz beginnt innerhaib der Signalsequenz von 
Hor V 4 und reicht bis zum G-terminalen Ende des Proteins. 
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Tri a 4 aus Weizen 

Mit Hilfe der wie zuvor beschrieben erhaltenen Sec c 4-Sequenz konnten in 
EST-Datenbanken von Triticum aestivum homologe EST-Fragmente ge- 
funden wurde. Diese Fragmente Uberlappen jedoch nicht zu einem kom- 
pletten Gen. Anhand der gefundenen EST-Sequenzen konnten jedoch die 
Tri a 4-spe7ifische Primer #199. #203, #204 und #206 generiert warden, 
die fOr eine Ampiifikation des Tri a 4 Gens aus genomisclier DNA verwen- 
1 0 det wurden. 

Insgesamt wurden 1 3 Klone analysiert. 

4 Klone wurden durcli PGR mit den Primem #204 und #203 eriialten. 
4 Klone wurden durch PGR mit den Primem #204 und #1 99 erhalten. 

3 Klone wurden durch PGR mit den Primern #206 und #203 erhalten. 

4 Klone wurden durch PGR mit den Primern #206 und #1 99 erhalten. 

Die abgeleiteten Proteinsequenzen beginnen innerhalb der Signalsequenz 
von Tri a 4 und reichen bis zum G-temiinalen Ende des Proteins. 
Es wurden zwei Varianten Tri a 4.01 und Tri a 4.02 aufgefunden. 

Zur Herstellung der rekombinanten erfindungsgemalSen Allergene wurden 
die DNA-Sequenzen gemaB Abb. 1, 3 bzw. 5 in Expressionsvektoren (z.B. 
pProEx, pSE 380) eingebaut. FQr die aus der Proteinsequenzierung be- 
kannten N-terminalen Aminos3uren wurden E. co// optimierte Godons ver- 
wendet. 

Nach der Transformation in E, co//, der Expression und der Reinigung des . 
rekombinanten effindungsgemalSen Allergene durcli verschiedene Trenn- 
techniken wurde die erhaltenen Proteine einem Refoldingprozess unterwor- 
fen. 
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Beide Aliergene konnen zur hochspezifischen Diagnostik von Graspollenal- 
lergien eingesetzt werden. Diese Diagnostik kann in vitro durch die Detekti- 
on von spezifischen Antikorpem (IgE, IgGI - 4, IgA) und die Reaktion mit 
IgE-beladenen Effektorzellen (z. B. Basophile aus dem Blut) oder in vivo 
durcli Hauttest-Reaktionen und Provokation am Reaktionsorgan erfolgen. 

Die Reaktion der erfindungsgemSBen Aliergene mit T-Lymphozyten von 
Graspollenallergikern kannen durch die allergenspezifische Stimulierung 
1 0 der T-Lymphozyten zur Proliferation und Zytokinsynthese sowohl mit T- 

Zellen in frisch praparierten Blutlymphozyten als auch an etablierten nSec c 
4, nHor v 4 bzw. nTri a 4-reaktiven T-Zell-Linien und -Klonen nachgewiesen 
werden. 

15 

Durch ortsgerichte Mutagenese wurden die fur die Cysteine kodierenden 
Tripletts so verSndert, dass sie fiir andere AminosSuren, bevorzugt Serin, 
kodieren. Es wurden sowohl Varianten hergestellt, bei denen einzelne 
Cysteine ausgetauscht wurden, als auch soiche, bei denen verschiedene 
Kombinationen von 2 Cysteinresten bzw. alia Cysteine verandert wurden. 
Die exprimierten Proteine dieser Cysteinpunktmutanten weisen eine stark 
reduzierte bzw. fehlende Reaktivitat mit IgE-Antikorpern von Allergikern 
auf, reagieren jedoch mit den T-Lymphozythen dieser Patienten. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher weiterhin ein vor- oder 
nachstehend beschriebenes DNA-MolekUl, bei dem durch ortsgerichtete 
Mutagenese einer, mehrere oder alle der Cystein-Reste des entsprechen- 
30 den Polypeptids gegen eine andere AminosSure ausgetauscht wurden. 

Die immunmodulatorische Aktivitdt von hypoailergenen Fragmenten, die 
Polypeptiden mit T-Zell-Epitopen entsprechen, sowie die der hypoailerge- 
nen Punktmutanten (z.B. Cystein-Austausche) kann durch ihre Reaktion 

35 

mit T-Zelien von Graspollenallergikern nachgewiesen werden. 



20 
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Solche hypoallergenen Fragmente bzw. Punktmutanten der Cysteine kon- 
nen als Praparate zur Hyposensibllisierung von Allergikern eingesetzt wer- 
den, da sie mit gleicher Effektivitat mit den T-Zellen reagieren, jedoch auf- 

grund der venninderten oder ganz fehlenden IgE-Reaktivitat zu geringeren 

5 ' 
IgE-vemiittelten Nebenwirkungen fuhren. 

Werden die fOr die erfindungsgemaBen hypoallergenen Allergen-Varianten 
kodierenden Nukleinsauren oder die unverSnderten erfindungsgemalien 
10 DNA-Molekule mit einem humanen Expressionsvektor ligiert, kOnnen diese 
Konstrukte ebenfalls als Praparate fQr eine Immuntherapie (DNA- 
Vakzinierung) angewiendet werden. 

^ c Schlie&lich sind Gegenstand der vorliegenden Erfindung pharmazeutische 
Zubereitungen, enthaltend mindestens ein zuvor beschriebenes DNA- 
MolekUl Oder mindestens einen zuvor beschriebenen Expressionsvektor 
und gegebenenfalls weitere Wirk- und/oder Hilfsstoffe zur immuntherapeu- 
tischen DNA-Vakzinierung von Patlenten mit Allergien, an deren Auslosung 
Gruppe-4-Allergene der Poaceae, vorzugswelse Triticeae, insbesondere 
Sec c 4, Hor v 4, Tri a 4, beteiligt sind und/oder zur PrSvention soloiier Al- 
lergien. 

25 Eine weitere Gruppe von erfindungsgem§Sen pharmazeutischen Zuberei- 
tungen enthalt anstelle der DNA mindestens ein zuvor beschriebenes Po- 
lypeptid und eignet sich zur Diagnose und/oder Behandlung besagter Al- 
leiigien. 



20 



30 



35 



Pharmazeutische Zubereitungen im Sinne der vorliegenden Erfindung ent- 
haltend als Wirkstoffe ein erfindungsgemalJes Polypeptid oder einen Ex- 
pressionsvektor und/oder deren jeweilige phannazeutisch verwendbaren 
Derivate, einschlielilich deren Mischungen in alien Verhaitnissen. Hierbei 
kSnnen die erfindungsgemaBen Wirkstoffe zusammen mit mindestens ei- 
nem festen, flQssigen und/oder halbflQssigen TrSger- oder Hilfsstoff und 
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gegebenenfalls in Kombination mit einem oder mehreren weiteren Wirk- 
stoffen in eine geeignete Dosierungsfomi gebracht werden. 
Als Hilfsstoffe sind immunstimulierende DNA oder Oligonukleotide mit 
CpG-Motiven besonders geeignet. 



Diese Zubereitungen konnen als Therapeutika oder Diagnostika in der 
Human- oder Veterinarmedizin verwendet werden. Als Tragerstoffe kom- 
men organische oder anorganische Substanzen in Frage. die sich fur die 

10 parenteral Applikation eignen und die Wirkung des erfindungsgemaBen 
Wirkstoffs nicht negativ beeinflussen. Zur parenteralen Anwendung dienen 
insbesondere Losungen, vorzugsweise olige oder wassrige Losungen, fer- 
ner Suspensionen, Emulsionen oder Implantate. Der erfindungsgemaGe 

^ g Wirkstoff kann aucii lyophilisiert und die erhaltenen Lyophilisate z.B. zur 

Herstellung von InjektlonsprSparaten venA^endet werden. Die angegebenen 
Zubereitungen konnen sterilislert sein und/oder Hilfsstoffe wie Konservie- 
rungs-, Stabilisierungs- und/oder Netzmittel, Emulgatoren, Saize zur Beein- 

4 

flussung des osmotischen Druckes, Puffersubstanzen und/oder mehrere 
weitere Wirkstoffe enthalten. 

Weiterhin konnen durch entsprechende Formulierung des erfindungsge- 
maRen Wirkstoffs Depotpraparate - zum Beispiel durch Adsorption an Alu- 
miniumliydroxid - erhalten werden. 
25 

Die Erfindung dient somit auch zur Verbesserung der in vitro Diagnostik im 
Rahmen einer Allergen-Komponenten auflosenden Identifizierung des pati- 
entenspezifischen Sensibilisierungsspektrums. Die Erfindung dient eben- 
2Q falls zur Herstellung von deutlich verbesserten Praparaten zur spezifischen 
Immuntherapie von GraserpoHenallergien. 



35 
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Tabelle 1 Verwendete Primer 

5 

a) Sec c 4 



10 



15 



20 



25 



Primer- 
nummer 


Sequenz 


#0083 


GGCTCCCGGGGCGAACCAGTAG 


#0087 


ACCAACGCCTCCCACATCCAGTC 


#0189 


GATAAGCTTCTCGAGTGATTAGTACTTTTTGATCAGCG 
GCGGGATGCTC 


#0195 


GCTCTCGATCGGCTACAATGGCG 


#0198 


CACGCACTACAAATCTCCATGCAAG 


#0202 


CATGCTTGATCCTTATTCTACTAGTTGGGC 


#0203 


TACGCACGATCCTTATTCTACTAGTTGGGC 


a) Hor V 4 


Primer- 
nummer 


Sequenz 


#01 94 


GCeTTGTeCTGCCACCACGCCGCGGeCACC 


#0195 


GCTCTCGATCGGCTACAATGGCG 


#0198 


CACGCACTACAAATCTCCATGCAAG 


#0202 


CATGCTTGATCCTTATTCTACTAGTTGGGC 


c) Tri a 4 


Primer- 
nummer 


Sequenz 


#0199 


CACGCACTAAATCTCCATGCAAG 


#0203 


TACGCACGATCCTTATTCTACTAGTTGGGC 


#0204 


AAGCTCTATCGCCTACAATGGCG 


#0206 


GGTGCTCCTCTTCTGCGCCTTGTCC 



35 
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Patentanspruche 



1. Ein DNA-Molekul entsprechend einer Nukleotidsequenz, ausgewShlt 
aus einer der in den Abbildungen 1, 3 und 5 dargesteliten Sequenzen. 

5 

2. Eiri DNA-Molekiil, das mit einem DNA-MoIekQI gemaB Anspruch 1 unter 
stringenten Bedingungen hybridisiert und von DNA-Sequenzen von Po- 
aceae-Spezies abstammt. 

10 

3. Ein DNA-Molekul, kodierend fur ein Polypeptid, welches mit den Majo- 
rallergenen Sec c 4, Hor v 4 oder Tri a 4 aus Secale cerale, Hordeum 
vulgare bezieliungsweise Triticum aestivum immunologisch kreuzrea- 
giert, und von DNA-Sequenzen von Poaceae-Spezies abstammt. 

Ein DNA-Molekul, entsprechend einer Teilsequenz oder einer Kombina- 
tion von Teilsequenzen nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 
3, welches fur ein immunmodulatorisches, T-Zell-reaktives Fragment 
eines Gruppe-4-Poaceae-Aliergens kodiert. 



15 



20 



5. Ein DNA-Molekul, entsprechend einer Nukleotidsequenz gemSIS einem 
Oder mehreren der AnsprQche 1 bis 4, kodierend fur ein immunmodula- 
25 torisches T-Zell reaktives Fragment, dadurch gekennzeichnet, daB be- 

sagte Nukleotidsequenz durch gezielte Mutation einzelner Codons, Eli- 
minierung oder Addition gezieit verandert wurde. 

3Q 6. Ein DNA-MoIekQI gemaS Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet. daB die 

besagte Mutation zum Austausch eines, mehrerer oder ailer Cysteine 
des entsprechenden Polypeptids gegen eine andere Aminosaure fQhrt. 



35 



7, Ein rekombinanter DNA-Expressionsvektor oder ein Klonierungssystem, 
enthaltend ein DNA-MolekQI gemalJ einem oder mehreren der Anspru- 
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che 1 bis 6, funktioneli verbunden mit einer Expressionskontrolise- 
quenz. 

8. Ein Wirtsorganismus, transformiert mit einem DNA-Molekul gemaS ei- 

5 

nem oder mehreren der AnsprQche 1 bis 6 oder einem Expressionsvel<- 
tor gema& Anspruch 7. 

9. Ein Verfaliren zur Herstellung eines Polypeptids. kodiert durcli eine 
1 0 DNA-Sequenz gem§B einem oder melireren der AnsprQche 1 bis 6, 

durch Kultivieren eines Wirtsorganismus gemaS Anspruch 8 und Ge- 
winnung des entsprechenden Polypeptids aus der Kultur. 

^5 10. Ein Polypeptid gemas einer der In den Abb. 2, 4 und 6 dargestellten 

Aminosduresequenzen, welches von einer DNA-Sequenz gemaB einem 
Oder mehreren der AnsprQche 1 bis 6 kodiert wird. 



20 




30 



1 1 . Ein Polypeptid gemaS einer der in den Abb. 2, 4 und 6 dargestellten 
Aminosauresequenzen, entsprechend dem reifen Allergen, ausgewahit 
aus der foigenden Gruppe von Aminosauresequenzen 

- eine der in den Abb. 2 und 4 dargestellten Aminosauresequenzen be- 
ginnend mit der Aminosaure 23, 

- eine der in der Abb. 6 dargestellten Aminosauresequenzen beginnend 
mit der Aminosaure 22. 



12. Ein Polypeptid gemSB Anspmch 10 oder 1 1 als Arzneimittel. 



35 



13. Eine pharmazeutische Zubereitung, enthaltend mindestens ein Poly- 
peptid gema& Anspruch 1 2 und gegebenenfalls weitere Wirk- und/oder 
Hilfsstoffe zur Diagnose und/oder Behandlung von Allergien, an deren 
AuslSsung Gruppe-4-Allergene der Poaceae beteiligt sind. 
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14. Verwendung mindestens eines Polypeptids gemaS Anspruch 12 zur 
Herstellung eines Arzneimittels zur Diagnose und/oder Behandlung von 
Allergien, an deren Auslosung Gruppe-4-Allergene der Poaceae betei- 
ligt sind und/oder zur Pravention solcher Allergien. 

5 

15. EIn DNA-Molekul gemaS einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 6 
als Arzneimittel. 

• * 

10 16. Ein rekombinanter Expressionsvektor gemSR Anspruch 7 als Arzneimit- 

tel. 

■ 

1 7. Eine phaimazeutische Zubereltung, enthaltend mindestens ein DNA- 

^ 5 MolekQI gemaS Anspruch 1 5 oder mindestens einen Expressionsvektor 

gemSK Anspnjch 16 und gegebenenfails weitere Wirk- und/oder Hilfs- 
stoffe zur immuntherapeutischen DNA-Vakzinierung von Patienten mit 
Allergien, an deren Ausldsung Gruppe-4-Allergene der Poaceae betei- 

ligt sind und/oder zur Pravention solcher Allergien. 

20 . . 

18. Verwendung mindestens eines DNA-MolekUls gemdil Anspruch 15 oder 
mindestens eines Expressionsvektors gemaS Anspruch 16 zur Herstel- 
lung eines Arzneimittels zur immuntherapeutischen DNA-Vakzinierung 

26 von Patienten mit Allergien, an deren Ausldsung Gruppe-4-Allergene 

der Poaceae beteiligt sind und/oder zur Pravention solcher Allergien. 

30 
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Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft die Bereitstellung von DNA-Sequenzen 
von Gnjppe-4 Majorallergenen aus Getreiden. Die Erfindung sclilieSt aucli 
Fragmente, Neui<ombinationen von Teilsequenzen und Punl<tmutanten mit 
hypoallergener Wirkung ein. Die rekombinanten DNA-MolekUle und die ab- 
geleiteten Polypeptide, Fragmente, Neukombinationen von Teilsequenzen 
und Varianten k5nnen zur Therapie von polienallergischen Krankheiten ge- 
nutzt werden. Die rekombinant hergestellten Proteine konnen zur In-vitro- 
und //i-v/Vo-Diagnostik von Pollenaliergien eingesetzt werden. 



20 



30 
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Abbildungen 



Abbildung 1(a) 





AACTATAGGGCCTTCGCGCTGGCGCTCCTCT TCTGCGCCTTa TCCTG 
CCAAGCCGCCGCGGCCGCCT ACGCGCCCGTGCC.'VG.r.C.T^JKaarr.r^T^r'P 

TCCTCGGATGCCTCATGAAGGAGATACCGGCCCGCCTCCTCTACGCC 
AAGAGCTCGCCTGACTACCCCACCGTGCTGGCGCAGACCATCAGGAA 
CTCGCGGTGGTCGTCGCCGCAGAACGTGAAGCCGATCTACATCATCA 
CCCCCACCAACGCCTCGCACATCCAGTCCGCGGTGGTGTGCGGCCGC 
1 5 CGGCACGGCATCCGCCTCCGCGTGCGGAGCGGCGGCCACGACTACGA 
GGGCCTGTCGTACCGGTCTGAGAAACCCGAGACGTTCGCCGTCGTCG 
ACCTCAACAAGATGCGGGCAGTGTCGGTCGACGGCTACGCCCGCACG 
GCGTGGGTCGAATCCGGCGCGCAGCTCGGCGAGCTCTACTACGCGAT 
20 CGCCAAGAACAGCCCCGTGCTCGCGTTCCCGGCTGGCGTCTGCCCGT 
CCATCGGCGTCGGCGGCAACTTCGCAGGCGGCGGCTTTGGCATGCTG 
CTGCGCAAGTACGGCATCGCCGCTGAGAACGTCATCGACGTCAAGGT 
GGTCGACCCCAACGGCAAGCTGCTCGACAAGAGCTCCATGAGCGCGG 
25 ACCACTTCTGGGCCGTTAGGGGCGGCGGCGGAGAGAGCTTTGGCATC 
GTCGTCTCGTGGCAGGTGAAGCTCCTGCCGGTGCCTCCCACCGTGAC 
CGTGCTCAAGATCCCCAAGACGGTGCAAGAAGGCGCCATAGACCTCG 
TCAACAAGTGGCAGCTGGTCGGGCCGGCACTTCCCGGCGACCTCATG 
30 ■ AtCCGCATCATCCTTGCCGGGAACAGCGCGACGTTCGAGGCCATGTA 
CCTGGGCACCTGCAGTACCCTGACGCCGCTGATGAGCAGCAAATTCC 
CCGAGCTTGGCATGAACCCCTCGCACTGCAACGAGATGTCCTGGATC 
AAGTCCATCCCCTTCATCCACCTCGGCAAGCAGAACCTCGACGACCT 
35 CCTCAACCGGAACAACACCTTCAAACCATTCGCCGAATACAAGTCGG 
ACTACGTGTACCAGCCCTTCCCCAAGCCCGTGTGGGAGCAGATCTTC 
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GGCTGGCTTGTGAAGCCCGGCGCGGGGATCATGATCATGGACCCCTA 

TGGCGCCACCATCAGCGCTACCCCCGAAGCGGCGACGCCGTTCCCTC 

ACCGCCAGGGCGTCCTCTTCAACATCCAGTACGTCAACTACTGGTTC 

GCTGAGTCAGCCGGCGCGGCGCCGCTGCAGTGGAGCAAGGACATATA 

CAAGTTCATGGAGCCGTACGTGAGCAAAAATCCCAGGCAGGCGTATG 

CCAACTACAGGGACATCGACCTTGGCAGGAATGAGGTGGTGAACGAC 

ATCTCCACCTACAGCAGCGGCAAAGTGTGGGGTGAGAAGTACTTCAA 

GGGCAACTTCCAAAGGCTCGCCATTACCAAGGGCAAGGTGGATCCTC. 

AGGACTACTTCAGGAACGAGCAGAGCATCCCGCCACTGGTCGAGAAG 

TACTGATCGAGGACCTTGCATGGAAATTTAGTGCGTGGTTGGCGTTT 
CACAT 

15 

Abbildung 1(b) 

20 AACTCGAGGGCCTTTGCTCTGGTGCCCCTCCTCATCTGCGTCTTGTC 
CTGCCACGCCGCCGTCTCC TACGCGGCGGCGCCGQTac.r.r.c^r.ri^T^ar^ 

AGGACTTCTTCGGATGCCTGGTGAAGGAGATACCGGCCCGCCTCCTC 

•TACGCCAAGAGCTCGCCTGCCTTCCCCACCGTCCTGGCGCAGACCAT 
25 CAGGAACTCGCGGTGGTCGTCGCCGCAGAGCGTGAAGCCGCTCTACA 
TCATCACCCCCACCAACGCCTCCCACATCCAGTCCGCGGTGGTGTGC 
GGCCGCCGGCACGGCGTCCGCATCCGCGTGCGGAGCGGCGGCCACGA 
CTACGAGGGCCTGTCGTACCGGTCCGAGCGCCCCGAGGCGTTCGCCG 
30 TCGTCGACCTCAACAAGATGCGGGCCGTGGTGGTCGACGGCAAGGCT 
CGCACGGCGTGGGTGGACTCCGGTGCGCAGCTCGGCGAGCTCTACTA 
CGCCATCGCCAAGAACAGCCCCGTGCTCGCGTTCCCGGCCGGCGTTT 
GCCCGACCATTGGTGTAGGCGGCAACTTCGCTGGCGGCGGCTTCGGC 
35 ATGCTGCTGCGCAAGTACGGCATCGCCGCCGAGAACGTCATCGACGT 
GAAGGTGGTCGACGCCAACGGCACACTGCTCGACAAGAGCTCCATGA 
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GCGCGGATCACTTCTGGGCCGTCAGGGGCGGCGGCGGAGAGAGCTTC 
GGCATCGTCGTGTCGTGGCAGGTGAAGCTCCTCCCGGTGCCTCCCAC 
CGTGACCGTGTTCAAGATCCCCAAGACGGTGCAAGAAGGCGCCGTAG 

g AGCTCATCAACAAGTGGCAGCTAGTCGCGCCGGCCCTCCCCGACGAC 
CTGATGATCCGCATCATCGCTTTCGGCGGCACCGCCAAGTTCGAGGC 
CATGTACCTGGGCACCTGCAAAGCCCTGACACCGCTGATGAGCAGCA 
GATTCCCCGAGCTCGGCATGAACGCCTCGCACTGCAACGAGATGCCC 

^ Q TGGATCAAGTCCGTCCCATTCATCCACCTTGGCAAGCAGGCCACCCT 
CTCCGACCTCCTCAACCGGAACAACACCTTCAAACCCTTCGCCGAGT 
ACAAGTCGGACTACGTCTACCAGCCCGTCCCCAAGCCCGTCTGGGCG 
CAGATCTTCGTCTGGCTCGTCAAACCCGGCGCCGGGATCATGGTCAT 

^ 5 GGACCCCTACGGCGCCGCCATCAGCGCCACCCCCGAAGCCGCCACGC 
CGTTCCCTCACCGCAAGGACGTCCTCTTCAACATCCAGTACGTCAAC 
TACTGGTTCGACGAGGCAGGCGGCGCCGCGCCGCTGCAGTGGAGCAA 
GGACATGTACAGGTTCATGGAGCCGTACGTCAGCAAGAACCCCAGAC 
2Q AGGCCTACGCCAACTACAGGGACATCGACCTCGGCAGGAACGAGGTG 
GTCAACGACATCTCCACCTATGCCAGCGGCAAGGTCTGGGGCGAGAA 
GTACTTCAAGGGCAACTTCCAAAGGCTCGCCATTACCAAGGGCAAGG 
TGGATCCTCAGGACTACTTCAGGAACGAGCAGAGCATCCCGCCGCTG 
25 CTAGGGAAGTAGTAGTACTCTTGCTTGCATGGAGATTTGTAGTGCGT 
CTTTCGCGTTTCAAATGCCCAACTAGTAGAATAAGGATCGTGCGTA 

30 Abbildung 2(a) 

NYRAFALALLFCALSCQAAAAA YAPVPIiKADFI.GCLMKE I PARLLYA 

KSSPDYPTVLAQTIRNSRWSSPQNVKPIYIITPTNASHIQSAWCGR 
35 RHGIRLRVRSGGHDYEGLSYRSEKPETFAWDLNPCMRAVSVDGYART 
AWVESGAQLGELYYAIAKNSPVLAFPAGVCPSIGVGGNFAGGGFGML • 
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LRKYGIAAENVIDVKWDPNGKLLDKSSMSADHFWAVRGGGGESFGI 
WSWQVKLLPVPPTVTVLKI PKTVQEGAI DLVNKWQLVGPALPGDLM 

IRIILAGNSATFEAMYLGTCSTLTPLMSSKFPELGMNPSHCNEMSWI 

KSIPFIHLGKQNLDDLLNRNNTFKPFAEYKSDYVYQPFPKPVWEQIF 

GWLVKPGAGIMIMDPYGATISATPEAATPFPHRQGVLFNIQYVNYWF 

AESAGAAPLQWSKDIYKFMEPYVSKNPRQAYANYRDIDLGRNEWND 

ISTYSSGKVWGEKYFKGNFQRLAITKGKVDPQDYFRNEQS I PPLVEK 
Y 



Abbildung 2(b) 

15 

NSRAFAI, VP.LI,JCVI,gCHAflVS YAAAPVPAKEDFFGCLVKEIPART.T. 
YAKSSPAFPTVLAQTIRNSRWSSPQSVKPLYIITPTNASHIQSAWC 
GRRHGVRIRVRSGGHDYEGLSYRSERPEAFAVVDLNKMRAVWDGKA 
20 RTAWVDSGAQLGELYYAI AKNS PVLAFPAGVC PT I GVGGN FAGGGFG 

MLLRKYGIAAENVI DVKWDANGTLLDKSSMSADHFWAVRGGGGES F 
G I WS WQ VKLL PV P PT VT VFKI PKT VQEGAYEL I NKWQ L VAPAL P DD 

•LMIRIIAFGGTAKFEAMYLGTCKALTPLMSSRFPELGMNASHCNEMP 
25 WIKSVPFIHLGKQATLSDLLNRNNTFKPFAEYKSDYVYQPVPKPVWA 
QI FVWLVKPGAGIMVMDPYGAAI SATPEAAT PFPHRKDVLFNIQYVN 
YWFDEAGGAAPLQWSKDMYRFMEP YVSKNPRQAYANYRDI DLGRNE V 

VNDISTYASGKVWGEKYFKGNFQRLAITKGKVDPQDYFRNEQSIPPL 
30 LGK 
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Abbildung 3 





AGCTCGAGGGCCTTCGCTCTGGTGCTCCTCCTCTGCGCCTTGTCCTG 
5 CCACCACGCTGCCGTCTCC £CCGCGCKGGTacr.ac^cr.AT^r.c.T^raT,r'p 

TCCTGGGATGCCTCGTGAAGGAGATACCGGCCCGCCTCCTCTTCGCC 
AAGAGCTCGCCTGCCTTCCCCGCCGTCCTGGAGCAGACCATCAGGAA 
CTCGCGGTGGTCGTCGCCGCAGAACGTGAAGCCGCTCTACATCATCA 
1 0 CCCCCACCAACACCTCCCACATCCAGTCTGCTGTGGTGTGCGGCCGC 
CGGCACGGCGTCCGCCTCCGCGTGCGGAGCGGCGGCCACGACTACGA 
GGGCCTGTCGTACCGGTCCGAGCGCCCCGAGGCGTTCGCCGTCGTAG 
ACCTCAACAAGATGCGGACCGTGTTGGTCAACGAAAAGGCCCGCACG 
1 5 GCGTGGGTGGACTCCGGCGCGCAGCTCGGCGAGCTCTACTACGCCAT 
CGCCAAGAACAGCCCCGTGCTCGCGTTCCCAGCCGGCGTTTGCCCGT 
CCATTGGTGTAGGTGGCAACTTCGCTGGCGGCGGCTTCGGCATGCTG 
CTGCGCAAGTACGGCATCGCCGCCGAGAACGTCATCGACGTCAAGCT 

20 

ACCACTTCTGGGCCGTCAGGGGCGGCGGCGGAGAGAGCTTCGGCATC 
GTCGTCTCGTGGCAGGTGAAGCTTCTCCCGGTGCCTCCCACCGTGAC 
TGTGTTTCAGATCCCCAAGACAGTGCAAGAAGGCGCCGTAGACCTCA 

25 TCAACAAGTGGCAGCTGGTCGCGCCGGCCCTTCCCGGCGACATCATG 
ATCCGCATCATCGCCATGGGGGACAAAGCGACGTTCGAGGCCATGTA 
CCTGGGCACCTGCAAAACCCTGACGCCGCTGATGAGCAGCAAATTCC 
CGGAGCTTGGCATGAACCCCTCGCACTGCAACGAGATGCCCTGGATC 

30 AAGTCCATCCCCTTCATCCACCTTGGCAAGCAGGCCACCCTGGCCGA 
CCTCCTCAACCGGAACAACACCTTCAAACCCTTCGCCGAATACAAGT 
CGGACTACGTCTACCAGCCCGTCCCCAAGCCCGTGTGGGAGCAGCTC 
TTCGGCTGGCTCACGAAACCCGGCGCGGGGATCATGGTCATGGACCC 

35 ATACGGCGCCACCATCAGCGCCACCCCCGAAGCGGCGACGCCGTTCC 
CTCACCGCAAGGGCGTCCTCTTCAACATCCAGTACGTCAACTACTGG 
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TTCGCCGAGGCAGCCGGCGCCGCGCCGCTGCAGTGGAGCAAGGACAT 

TTACAAATTCATGGAGCCGTTCGTGAGCAAGAACCCCAGGCAGGCGT 

ACGCCAACTACAGGGACATCGACCTCGGCAGGAACGAGGTGGTGAAC 

GACATCTCAACCTACAGCAGCGGCAAGGTGTGGGGCGAGAAGTACTT 

CAAGGGCAACTTCCAAAGGCTCGCCATCACCAAGGGCAAGGTGGATC 

CCCAGGACTACTTCAGGAACGAGCAGAGCATCCCGCCGCTGCTGGGC 

AAGTAGTGACCGAGAGTCTTGCATGGAGATTTGTAGTGCGTGCTTGG 
CGTTTCTGAT 



Abbiidung 4 

SSRAFALVLLLCALSCHHAAVS SAQVPAKDDF1,GCLVKE1PARIjIjFA 
KSSPAFPAVLEQTIRNSRWSSPQNVKPLYIITPTNTSHIQSAVVCGR 
RHGVRLRVRSGGHDYEGLSYRSERPEAFAWDLNKMRTVLVNEKART 

20 AWVDSGAQLGELYYAIAiasrSPVLAFPAG.VCPSIGVGGNFAGGGFGML 
LRKYGI AAENVI D VKLVDANGKLLDKS SMS P DHFWAVRGGGGE S FGI 
VVSWQVKLLPVPPTVTVFQIPKTVQEGAVDLINKWQLVAPALPGDIM 
IRIIAMGDKATFEAMYLGTCKTLTPLMSSKFPELGMNPSHCNEMPWI 

25 KSIPFIHLGKQATLADLLNRNNTFKPFAEYKSDYVYQPVPKPVWEQL 
FGWLTKPGAGIMVMDPYGATISATPEAATPFPHRKGVLFNIQYVNYW 
FAE AAGAAPLQW S KDI YKFME P FVS KN PRQAYAN YRD I DLGRNE VVN 
DISTYSSGKVWGEKYFKGNFQRLAITKGKVDPQDYFRNEQSIPPLLG 

30 K 



35 
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Abbiidung 5(a) 





AACTATAGGGCCTTCACGCTGGTGCTCCTCTTCTGCGCCTTGTCCTG 
5 TCAAGCCGCCGCCACC TACGCGCCGGTGCCTGCCAAGCiACiCiAr.TTrr. 

TCGGATGCCTCATGAAGGAGATACCGGCACGCCTCCTCTACGCCAAG 
AGCTCGCCTGACTTCCCCACCGTCCTGGCGCAGACCATCAGGAACTC 
GCGGTGGTTGTCGCCGCAGAACGTGAAGCCGCTCTACATCATCACCC 
1 0 CCACCAACGCCTCGCACATCCAGTCCGCGGTGGTGTGCGGACGCCGG 
CACAGCGTCCGCCTCCGCGTCCGGAGCGGCGGCCACGACTACGAGGG 
CCTGTCGTACCGGTCCGAGAAACCCGAGACGTTCGCCGTCGTCGACC 
TCAACAAGATGCGGGCAGTGTTGATCGACGGCTACGCCCGCACGGCG 
1 5 TGGGTCGAATCCGGCGCGCAGCTCGGCGAGCTCTACTACGCCATCGC 
GAAAAACAGCCCCGTGCTCGCGTTCCCGGCCGGCGTCTGCCCGACCA 
TCGGCGTCGGCGGCAACTTCGCAGGCGGCGGCTTTGGCATGCTGCTG 
CGGAAGTACGGCATCGCCGCCGAGAACGTCATCGACGTCAAGGTGGT 
20 . CGACCCCAACGGCAAGCTTCTCGACAAGAGCTCCATGAGCCCGGACC 
ACTTCTGGGCCGTCAGGGGCGGCGGCGGAGAGAGCTTTGGCATCGTC ' 
GTGTCGTGGCAAGTGAAGCTCCTGCCGGTGCCTCCCACCGTGACCGT 
GTTCAAGATCCCCAAGACAGTGCAAGAAGGCGCCGTAGACCTCGTCA 
25 ACAAGTGGCAACTGGTCGGGCCGGCCCTTCCCGGCGACCTCATGATC 
CGCGTCATCGCTGCGGGGAACACCGCGACATTCGAGGGCATGTACCT 
GGGCACCTGCCAAACCCTGACGCCGTTGATGAGCAGCCAATTCCCCG 
AGCTTGGCATGAACCCCTATCACTGCAACGAGATGCCCTGGATCAAG 
30 TCCATCCCCTTCATCCACCTCGGCAAAGAGGCCAGCCTGGTCGACCT 
CCTCAACCGGAACAACACCTTCAAGCCCTTCGCCGAATACAAGTCGG 
ACTACGTGTACCAGCCCTTCCCCAAGCCCGTGTGGGAGCAGATCTTC 
GGCTGGCTCACGAAGCCCGGTGGGGGGATGATGATCATGGACCCATA 
35 CGGCGCCACCATCAGCGCCACCCCCGAAGCGGCGACGCCGTTCCCTC 
ACCGCCAGGGCGTTCTCTTCAACATCCAGTACGTCAACTACTGGTTC 
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GCCGAGGCAGCCGCCGCCGCGCCGCTGCAGTGGAGCAAGGACATGTA 

CAATTTCATGGAGCCGTACGTGAGCAAGAACCCCAGGCAGGCGTACG 

CCAACTACAGGGACATTGACCTCGGCAGGAACGAGGTGGTGAACGAC 

ATCTCAACCTATAGCAGCGGCAAGGTTTGGGGCGAGAAGTACTTCAA 

GGGCAACTTCCAAAGGCTCGCTATTACCAAGGGCAAGGTGGATCCTC 

AGGACTACTTCAGGAACGAGCAGAGCATCCCGCCGCTGCTCGAGAAG 

TACTGATCGAGGACCTTGCATGGAGATTTAGTGCGTGGTTGCCGTTT 
CACAT 



Abbiidung 5(b) 

15 

AACTGTAGGGCCTTCGCGCAGGTGCTCCTCTTCTTCGCCTTGTCCTG 
CCAAGCCGCCGCCACC TACGCGCCGGTGCCTGCCAAGGAGGAr.TTC.r. 

TCGGATGCCTCATGAAGGAGATACCGGCCCGCCTCCTCTACGCCAAG 

20 AGCTCGCCTGACTACCCCACCGTGCTGGCGCAGACCATCAGGAACTC 
GCGGTGGTCGACGCAGCAGAACGTGAAGCCGCTGTACATCATCACCC 
CCACCAACGCCTCCCACATCCAATCCGCGGTGGTGTGCGGCCGCCGG 
CACGGCGTCCGCCTCCGCGTGCGGAGCGGCGGCCACGACTACGAGGG 

25 CCTGTCGTACCGGTCCGAGAAACCCGAGACGTTCGCCGTCGTCGACC 
TCAACAAGATGCGGGCAGTGGTTGTCGACGGCTACGCCCGCACGGCG 
TGGGTCGAATCCGGCGCGCAGCTCGGCGAGCTCTACTACGCCATCGC 
GAAGAACAGCCCCGTGCTCGCGTTCCCGGCCGGCGTCTGCCCGTCCA 

30 TCGGCGTCGGCGGCAACTTCGCAGGCGGCGGCTTCGGCATG.CTGCTG 
CGCAAGTACGGCATCGCCGCCGAGAACGTCATCGACGTCAAGGTGGT 
CGACCCCGACGGCAAGCTGCTCGACAAGAGCTCCATGAGCGCGGACC 
ACTTCTGGGCCGTCAGGGGCGGCGGCGGAGAGAGCTTCGGCATCGTC 

35 GTCTCGTGGCAGGTGAAGCTCATGCCAGTGCCTCCCACCGTCACCGT 
GTTTAAGATCCCCAAGACGGTGCAAGAAGGCGCCGTAGACCTCGTCA 
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ACAAGTGGCAGCTGGTCGGGCCGGCACTTCCCGGCGACCTCATGATC 
CGCGTCATCGCTGCCGGGAACACGGCGACGTTCGAGGCCTTGTACCT 
GGGCACCTGCAAAACCCTGACGCCGCTGATGAGCAGCCAATTCCCCG 

5 AGCTTGGCATGAACCCCTATCACTGCAACGAGATGCCCTGGATCAAG 
TCCGTCCCCTTCATCCACCTCGGCAAACAGGCTGGCCTGGACGACCT 
CCTCAACCGGAACAACACCTTCAAGCCCTTCGCCGAATACAAGTCGG 
ACTACGTGTACCAGCCCTTCCCCAAGCCCGTGTGGGAGCAGATCTTC 

^ Q GGCTGGCTCGCGAAGCCCGGCGCGGGGATCATGATCATGGACCGCTA 
CGGCGCCACCATCAGCGCCACCCCCGAAGCGGCGACGCCGTTCCCTC 
ACCGCCAGGGCGTCCTCTTCAACATCCAGTATGTCAACTACTGGTTC 
GCCGAGCCAGCCGGCGCCGCGCCGCTGCAGTGGAGCAAGGACATTTA 

^ 5 CAATTTCATGGAGCCGTACGTGAGCAAGAACCCCAGGCAGGCGTACG 
CCAACTACAGGGACATCGACCTCGGCAGGAATGAGGTGGTGAACGAC 
ATCTCAACCTACAGCAGCGGCAAGGTGTGGGGCGAGAAGTACTTCAA 
GAGCAACTTCCAAAGGCTCGCCATTACCAAGGGCAAGGTAGATCCTC 

2Q AGGACTACTTCAGGAATGAGCAAAGCATCCCGCCGC TGA TCGAGAAG 

TACTGATCGAGGACCTTGCATGGAGATTTAGTGCGTGGTTGGCGTTT 
CACAT 




25 



Abbildung 6(a) 



NYRAFTLVLLFCALSCQAAAT YABVBAKEDF-LGCIMKE I PARLLYAK 
30 ■ SSPDFPTVLAQTIRNSRWLSPQNVKPLYIITPTNASHIQSAVVCGRR 
HSVRLRVRSGGHDYEGLSYRSEKPETFAWDLNKMRAVLIDGYARTA 
WVESGAQLGELYYAIAKNSPVLAFPAGVCPTIGVGGNFAGGGFGMLL 
RKYGIAAENVIDVKWDPNGKLLDKSSMSPDHFWAVRGGGGESFGIV 
35 VSWQVKLLPVPPTVTVFKIPKTVQEGAVDLVNKWQLVGPALPGDLMI 
RVIAAGNTATFEGMYLGTCQTLTPLMSSQFPELGMNPYHCNEMPWIK 
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S I PFIHLGKEASLVDLLNRNNTFKPFAEYKS DYVYQPFPKPVWEQI F 

GWLTKPGGGMMIMDPYGATISATPEAATPFPHRQGVLFNIQYVNYWF 

AEAAAAAPLQWSKDMYNFMEPYVSKNPRQAYANYRDIDLGRNEWND 

I ST YS SGKVWGEKYFKGNFQRLAITKGKVDPQDYFRNEQS I P PLLEK 
Y 



10 Abbildung 6(b) 



NCRAFAQVLLFFALSCQAAAT YhPVBAKEDFLGCIMKK I PARLT.YATC 
SSPDYPTVLAQTIRNSRWSTQQNVKPLYIITPTNASHIQSAVVCGRR 
1 5 HGVRLRVRSGGHDYEGLS YRSEKPETFAWDLNKMRAVWDGYARTA 
WVESGAQLGELYYAIAKNSPVLAFPAGVCPSIGVGGNFAGGGFGMLL 
RKYGI AAEN VI D VKWD P DGKLL DKS SMS ADHFWAVRGGGGE S FG I V 

VSWQVKLMPVPPTVTVFKIPKTVQEGAVDLVNKWQLVGPALPGDLMI 
20 RVIAAGNTATFEALYLGTCKTLTPLMSSQFPELGMNPYHCNEMPWIK 
SVPFIHLGKQAGLDDLLNRNNTFKPFAEYKSDYVYQPFPKPVWEQIF 
GWLAKPGAGIMIMDP YGAT I S AT PE AAT P FPHRQG VL FN I Q Y VN YWF 

AE P AGAAPLQWS KDI YN FME P YVSKN PRQA YAN YRD I DLGRNE VVND 

25 ISTYSSGKVWGEKYFKSNFQRLAITKGKVDPQDYFRNEQSIPPLIEK 
Y 



30 Abbildung 7 

tacttcccgccgccggctgctaaagaagacttcctgggttgcctggt 
taaagaaatcccgccgcgtctgttgtacgcgaaatcgtcgccggcgt 
35 atccctcagtcctggggcagaccatccggaactcgaggtggtcgtcg 
ccggacaacgtgaagccgctctacatcatcacccccaccaacgtctc 
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20 




25 



30 



ccacatccagtccgccgtggtgtgcggccgccgccacagcgtccgca 
tccgcgtgcgcagcggcgggcacgactacgagggcctctcgtaccgg 





5 ggcggtgtgggtggacggcaaggcccgcacggcgtgggtggactccg 
gcgcgcagctcggcgagctctactacgccatctataaggcgagcccc 
acgctggcgttcccggqcggcgtgtgcccgacgatcggagtgggcgg 
caacttcgcgggcggcggcttcggcatgctgctgcgcaagtacggca 

10 tcgccgcggagaacgtcatcgacgtgaagctcgtcgacgccaacggc 
aagctgcacgacaagaagtccatgggcgacgaccatttctgggccgt 
caggggcggcgggggcgagagcttcggcatcgtggtcgcgtggcagg 
tgaagctcctgccggtgccgcccaccgtgacaatattcaagatctcc 

1g aagacagtgagcgagggcgccgtggacatcatcaacaagtggcaagt 




aggggcccaaggccacgttcgaggccatgtacctcggcacctgcaaa 
accctgacgccgttgatgagcagcaagttcccggagctcggcatgaa 
cccctcccactgcaacgagatgtcatggatccagtccatccccttcg 
tccacctcggccacagggacgccctcgaggacgacctcctcaaccgg 
aacaactccttcaagcccttcgccgaatacaagtccgactacgtcta 
ccagcccttccccaagaccgtctgggagcagatcctcaacacctggc 
tcgtcaagcccggcgccgggatcatgatcttcgacccctacggcgcc 
accatcagcgccaccccggagtccgccacgcccttccctcaccgcaa 




35 



ccgg 

gagccgccgccgcgcccctctcgtggagcaaggacatctacaactac 
atggagccctacgtgagcaagaaccccaggcaggcgtacgcaaacta 
cagggacatcgacctcggcaggaacgaggtggtcaacgacgtctcca 

ac 

ttcgagaggctcgccattaccaagggcaaggtcgatcctaccgacta 

cttcaggaacgagcagagcatcccgccgctcatcaaaaagtactga 
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Abbiidung 8 

5 YFPPPAAKEDFLGCLVKEIPPRLLYAKSSPAYPSVLGQTIRNSRWSS 
PDNVKPLYIITPTNVSHIQSAVVCGRRHSVRIRVRSGGHDYEGLSYR 
SLQPETFAWDLNKMRAVWVDGICARTAWVDSGAQLGELYYAIYKASP 
• TLAFPAGVCPTIGVGGNFAGGGFGMLLRKYGIAAENVI DVKLVDANG 

1 0 KLHDKKSMGDDHFWAVRGGGGESFGI VVAWQVKLLPVPPTVTIFKI S 
KTVSEGAVDIINKWQWAPQLPADLMIRIIAQGPKATFEAMYLGTCK 
TLTPLMSSKFPELGMNPSHCNEMSWIQSIPFVHLGHRDALEDDLLNR 
NNSFKPFAEYKSDYVYQPFPKTVWEQILNTWLVKPGAGIMIFDPYGA 

15 TISATPESATPFPHRKGVLFNIQYVNYWFAPGAAAAPLSWSKDIYNY 
ME P YVSKNPRQAYAN YRDI DLGRNE WN D VS T YASGKVWGQKYFKGN 
FERLAITKGKVDPTDYFRNEQSIPPLIKKY 

20 



30 



36 
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